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イ ン タ ー ロ イ キ ン 8 (interle ukin-8,IL-8)は , 好中球に 対 して 走化性 ･ 活性化作用 を示 すはか に , 好塩基球や T リン
パ 球
に 対 して も走化作用を有する サ イ ト カ イ ン で ある ･ IL
-8 は･ 炎症性 サ イ ト カ イ ソ で あるイ ン タ p ロ イ キ ン 1 (interle ukinTl･
Ⅰし1), 腫瘍壊死因子 (tu mor n e cr osisfa ctor･ T N F) な どの 刺激に よ り ･ 単球 佃 織
マ ク ロ フ ァ ー ジ ･ 皮膚線推芽細胞 ･ 血 管内皮
細胞 ･ ケ ラ チ ノ サ イ ト メ ザ ソ ギ ウ ム 細胞な ど様 々 な細胞か ら産生 され る こ とが 知 られ て い る ･ 本研究
で は , Ⅰし1α, T N Fα ･
T N Fα+ イ ン タ v フ ェ ロ ソ ガ ン マ (interfer o nga m m a,IF NT) の 刺激 に よ り , ヒ ト胃癌細胞株が I L 8産生誘導能を有す る
か香
か に つ い て 検討 した . 今回用 い た ヒ ト胃癌細胞株 9株 卵 株の 細胞培養上清中に , 刺激後Ⅰし8蛋白 の 産生誘導が み られ
る こ と
が酵素免疫測定法 (e n zym e-1inked im m u n o so rbe nt as s ay･ E LIS A) に よ り確認 され
た ･ さらに M K N45･ KA T O Ⅲを は じめ 数珠
で , T N Fα+ IF NT に よ り IL-8 蛋白の 相乗的産生誘導が観察 され た ･ そ こ で M K N 45株を用 い て T N Fα+IF NT に よ る
Ⅰし8
遺伝子 の 相乗的発現調節機序 に つ い て検討 した ･ IL-8m R N Aの 発現 に つ い て 検討 した と こ ろ ,Ⅰし8mR N Aの 相乗的発現
が観察
され , しか も蛋白合成阻害剤 で あるサ イ ク ロ ヘ キ サ ミ ドに よ っ て も こ の 相乗的発現は阻害
され なか っ た ･ さ らに , Sc atchard
解析か ら IF Nγ は M K ド45株 の 細胞膜上 の T N F受容体 の 数や 親和性 に 変化 を与 え な
い こ と が 判 明 し ･ こ れ ら の 事実か ら
Ⅰし8 遺伝子 の 相乗的発現誘導が レ セ プ タ
ー の 変化 を介 さな い 受容体以降の 細胞内 シ グナ ル伝達系 の 活性化 に 基
づ い て い る こ
と が判 明 した . さ らに , ヒ ト Ⅰし8 遺伝子発現 に 関与する転写調節領域を含む D N A
フ ラ グ メ ソ ト を挿入 した ク ロ ラ ン フ ェ ニ
コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ (chlor a mphe nic ola c etyltra n sfer as e･ C A T) 発現 プ ラ ス ミ ドを M K N45に 遺伝子 導入 し ･
細胞刺激後 の C A T活性 を測定 した と こ ろ T N Fα+ IF NT に よ り C A T括性
の 相乗的誘導が観察され た ･ また ′ ヒ トⅠし8 遺伝
子 上 の 転写調節領域の 突然変 異体 を用 い た C A T7 ッ セ イ の 結果か ら, ヒ ト IL-8遺伝子 上 の AP,1 お よび N F-k B様蛋白認識
配列 が T N Fα +IF NT に よ る IL 8遺伝子 の 相乗的発現に 関与 して い る こ と が判明 した ･ さ ら
に
･
ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に よ り
T N Fα+IF NT が こ れ ら蛋白認識配列 に 結合する A P-1 およ びN F-k B様蛋白を相乗的に 誘導する こ と が 判明 した
･ 以上 か ら ,
ヒ ト 胃癌細胞株 で ある M K N 45に お け る T ＼Fα+IF NT に よ る相乗的IL-8産生誘導は , T N F受容体の 数や 親和性
の 変化を介
さな い
, 転写因子 の 相乗的活性化 に 起因す るもの で ある こ とが 判明 した ･
Key w ords イ ン タ
ー ロ イ キ ン 8 , 胃 軌 T N Fα と IFNr に よ る相乗効果
従来よ り ∴隆瘍組織内お よび そ の 周 囲に 白血 球の 存在が指摘
され て きたが , こ の 腫瘍浸潤性白血球の 臨床学的意義に つ い て
は議論の 多い と こ ろ で ある
1j2J
.
こ の 腫瘍 局所 に 浸潤 した T リ ン
パ 球の 集積密度と患者 の 予後が相関す る こ と か ら
3 ト5l
, 近年 こ
の 腫瘍浸潤 リ ン パ 球(tu m orinfiltr atinglym Phocyte s, T IL)を 試
験管内で 増量 , 活性化させ , 担癌患者に 投与す る養子 免疫療法
が試み られ て い る
6 卜 8)
.
一 方 上 陸瘍拒絶 に 関与する エ フ ェ ク タ
~
細胞 の 同定と そ の 腫瘍浸潤機序 に つ い て の 解析か ら, 免疫 ラ ッ
ト へ の 同 系腫瘍移植後 の 経時的観察 で は 移植後数時間 で 好中
球 ･ 単球 を主 体 とする急性炎症が誘発 し, 4 日日頃 に は C D4
+
T リン パ 球が , 6 日 日掛 こは C D 8
+
T リ ン パ 球が 主体 とな る 一
こ の ひ き つ づ く リ ン パ 球浸潤 に は腫瘍局所の 好中球が産生す る
A bbre viatio ns :bp, basepair ;B S A, bo vine seru m
T リン パ 球遊走因 子が関与し て い る こ と が示 唆 され て い る
州'
･
さ らに , ラ ッ ト 同系腫瘍 を用 い た腫瘍拒絶反応 に お い ても , 好
中球が反応初期ばか りか エ フ ェ ク タ
ー 相に お い て も重要な役割
を果た して い る こ とが 示 唆され た
11〉1:-
. した が っ て , 抗腫瘍免疫
療法を考え る うえ で 腫瘍局所 へ の 白血 球浸潤機構を解明する こ
とは重要な課題 で ある と思わ れ る . Ⅰし8 は, 好中球
･ T リ ン パ
球 に 対 して 走化活性を有す るサ イ ト カ イ ン で あ り
馴
, 単球 ･
組織 マ ク ロ フ ァ ー ジ ･ 皮膚線維芽細胞
･ 血管内皮細胞 ･ ケ ラ チ
ノ サ イ ト メ ザ ソ ギ ウ ム 細胞お よび い く つ か の ヒ ト 腫瘍細胞株
な ど様 々 な タ イ プの 細胞 か ら産生 され る こ と が 知 られ て い
る
t3)15)
. しか し, Ⅰし8 は, これ ら細胞よ り恒常的に は産生され て
ぉ らず , マ イ ト ゲ ソ ･ レ ク チ ソ ･ IL-1 ･ T N F･ 尿酸結晶 ･ ウイ
albu min ;C A T. chlora mphe nic ol acetyltra n sferase; C/
E B P, C C A A T/e nha n ce rbinding protein; D T T･ dithiothreiol; E D
T Al ethyle nedia min e-tetra- aCetic a cid 2Na;
E LIS A, e n Zym e-1inked im m u n oso rbe nt ass ay ; F B S, fet
al bo vine s erurn ;IL, interle ukin; IF N･ interfe ro n;
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ル ス を は じめ とす る種 々 の 刺激 に よ り産生が 誘導 され る こ と が
指摘 され て い る1
3)
. 本研究 で は , 腫瘍部 へ の 白血 球浸潤機構 を
解明す る第 一 段階 と して , 感染 ･ サ イ ト カイ ン 治療
■ 免疫補助
療法な どに よ り 胃癌細胞自 らが IL-8 を産生する 可 能性 に つ い
て 検討す るた め に , サ イ ト カ イ ン 刺 激(Ⅰしlα, T N Fα, I F Nr･
T N Fα+ IF Nr)に よ る ヒ ト胃癌細胞株 に おけるI L-8蛋白 の 産生
誘導の 有無を試験管内に お い て 検討 した ･ 今回検討 した ほ と ん
ど の 胃癌細胞株が Ⅰし1a, T N Fα , T N Fα+IF NT に よ り Ⅰし8 蛋
白を産生誘導す る こ と が 判明 した . な か で も数珠 で T N Fα+
IFNγ に よ り Ⅰし8 蛋白の 相乗的産生誘導を認め た た め , 同刺激
に よ る転写 レ ベ ル に お ける Ⅰし8 遺伝子 の 相乗的発現調節機序
に つ い て も分子生物学的な解析 を行 っ た .
対象お よび方法
Ⅰ . 培養細胞株
対 象 は , ヒ ト 胃 癌 細 胞株 9 株 M K N 45
I6)
, K AT O Ⅲ
17'
,
N A K AJIM AI8), NT A Slg).IS L S20}, K K L S21), N K PS(金沢大学が ん
研究所外科 , 沢 口 博士 よ り供与), M A T S UU R A, H A M A D A( 高
知医科大学 , 藤本博士 よ り供与) を 5 % 非動化牛胎児血 清
(fetal bovin e se ru m, FB S) (Hyclo n elabolatory, Loga n, U T,
U S A), ペ ニ シ リ ン 100ug/ml, カ ナ マ イ シ ン 100ug/rnlお よび
グ ル タ ミ ソ 2mM/ml を加 えた R P 瓜ゝ 1640培養液(日水製薬 ,
東京) に て37 ℃, 5% C O2 下 で培養 した . M K N 45 は肝転移巣
よ り え られ た 低分化型腺病 , K A T O Ⅲ, N T A S は, 印環細胞
癌 , N K P S, N A KAJI M A は, 癌性胸膜炎患者の 胸水 よ り え られ
た 債分化型腺病, K K L S は転移 リ ン パ 節巣 よ りえ られ た 未分化
癌 , IS L Sは , 転移 リ ン パ 節巣よ り え られ た 申分化型腹痛 で あ
る .
Ⅱ . R N A の調整およびノ ー ザ ンプ ロ ッ テ ィ ング
全 R N A は グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト法に よ り抽出 した . 全
R N A各 10pg/mi を ホ ル ム ア ル デ ヒ ド6.5% 加1 %ア ガ ロ ー ス
ゲ ル 上 で1 0 V, 3時間電気泳動後 , ニ ト ロ セ ル ロ ー ス メ ソ プ
レ ン (c e11ulo se nitr ate, Schleicher & Schu ell, Da ss el, Ge r m aT
ny) に ト ラ ン ス フ ァ ー した . プ ロ ー ブと して 用 い た Ⅰし8cD N A
お よ び ヒ ト β ア ク チ ン は ,
32P-d C T P をマ ル チ プ ラ イ ム 法
(m ultiprim e D N A labeling kit, Arn e rsha m, Buckingha m shir e,
Engla nd) で 標識 した . メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ
ー の ハ イ プ リ ダ イ
ゼ ー シ ョ ン は42 ℃ で行 い , ノ ､ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ソ 液は , 5 ×
De nhart 液 , 50%ホ ル ム ア ミ ド , 0. 1% Sodiu m la u ryls ulfate
(S D S), 5× SS P E(1× S S P E は, 0.1 8M NaCl, 10m M リソ 酸
ナ ト リ ウ ム , pH 7. 0, 0.1m M ethyle n ediamine tetr a a c etic
acid 2Na(E D T A)dis odiu m s alt よ りな る)の 取成 か ら な るも の
を 用 い た . 1 6～ 20時間 ハ イ プ リ ダ イ ズ した 後 , 0. 1% S S P E,
0.1% S DS で洗浄 し, - 80 ℃で オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ
ー した ･
Ⅲ . E L IS A法22)
0.05 M炭酸緩衝液(pH 9.5) に て 0. 5鵬/ml に 希釈 した 抗
IL-8 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体(W S-4) を9 6穴 マ ル ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト (Nu n c, Copenhage rl, De n m a rk) に 1 ウ ェ ル あた り
100ulづ つ 注入 し , 4 ℃, 一 晩イ ン キ エ ペ - ト し固相化後 , 洗浄
液 (0. 0 5% Tw e e n20加0.1 M リソ 酸 緩衝塩化 ナ ト リ ウ ム
(Phosphate buffe red salin e, P B S) (pH 7･4) に て 洗浄 し た後 ,
1 %ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン (bo vin e s e ru m albu min , B S A)(和光,
大阪)加 P B Sを 15恥1注入 し , 37 ℃, 1時間反応 さ せ ブ ロ ッ キ
ン グを 行な っ た . 洗浄操作の 後 , サ ン プ ル を加え ,
一 晩 4 ℃で
イ ン キ ュ ベ ー ト した . 洗浄後 , 2次抗体と して 3% ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル (和光純薬 , 大阪) に て l〃g/mIに 希釈 した 抗 ヒ ト
Ⅰし8 ウサ ギ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗体を 注入 し , 2 時間, 37℃ で 反応
させた . 次 に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標識 した抗 ウ サ ギ羊抗
体(Code 6500, Tago ,In c. , Bu rlinga m e, C A, U S A) を0･5% 加
P B Sに て 1 :10 000に 希釈 し, 再度37℃ , 2時 間反応 させ た .
最後に , 0.5m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム 加1 M ジュ ク ノ
ー ル ア ミ ン
(pH 9.即 を 1m g/ml に 調整 した p- ニ ト ロ フ ェ ニ ー ル リ ソ 酸 を
発色基質と して 各 ウ ニ ル に 加え , 室温に て30分反応 させ た ･ 1
N の NaO Hに て反応 を終 了 させ , マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー
(M P R-A 4i, 東 ソ p , 東京) を用 い て 405n m に お ける吸 光度を
測定 した .
Ⅳ . プ ラ ス ミ ド
第 一 エ ク ソ ン 開始部位か ら5
'
上流域 に か けて の - 1 481～ +
44bp の 長 さを 持 つ Ⅰし8 遺伝子 上 の Ec oRI-Hind Ⅲ フ ラ グメ ソ
† を P U C1 9に サ ブ ク ロ ー ン し , 適 当な制限酵素 で 処理後 , さ
ら に ク ロ ラ ン フ ェ ニ コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ
(chlor a mphe nic ola c etyltr a n s ef r a se, C A T)遺伝子 の 翻訳開始
部位の 上 流に ポ リ リ ン カ , 部位を 有す る P U X-C A Tに サ ブ ク
ロ ー ン して え られ た
23)
.
Ⅴ . 遺伝子 導入 と C A Tア ッ セ イ
Tris-H Cl緩衝塩化 ナ ト リ ウ ム (Tris-buffer ed s alin e, T B S)
1ml とプ ラ ス ミ ド 5〃g と diethyl a min o ethyl-de xtr an(D E A E
デ キ ス ト ラ ソ) の 混合液を , T B Sに て 2×1 0
6 個/mlの 濃度に 調
整後遠 心 した M K N45 細胞の ペ レ ッ ト に 加 えた . 30分室温で イ
ン キ エ ペ - ト した の ち , そ の ペ レ ッ ト を 無血 清 の R P M I1640培
地 に 懸濁, プ レ ー ト に 移 し, 37 ℃, 24時間培養 した . 培養後各
サ イ ト カ イ ン で 刺激 し, さ ら に24時間培養 した の ち , P B Sに て
洗浄 , 細胞を 回 収 した . 超音 波 ホ モ ジ ナ イ ザ ー で 細 胞 を破壊
し, 遠心 後の 上 清を C AT 活性の 測定に 用 い た . C A T活性は え
られ た 上清の 50pgを用 い て , Gor m a nらの 方法
24)に 従い 測定 し
た . シ リ カ ゲ ル 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で展開後 , イ メ ー ジ ア
ナ ラ イザ ー に て ア セ チ ル 化 され た ク ロ ラ ン フ ェ ニ コ ー ル の 比率
を 定量 した .
Ⅵ . D N A フラグ メ ン トの調整
以下の D N Aフ ラ グ メ ソ ト を 調整 し, ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に
用 い た . Ⅰし8 遺 伝子 上 の - 8 3～ T69 bp の 塩基配列 C G T GG-
A A T T C C T;IL-8 遺伝子 上 の-133～ - 166bp の 塩 基配列,
G G A A T T T C C T;Ⅰし8 遺伝子 上 の NF-k B様蛋白認識配列25';
3× (G G A A T T T C C T); イ ム ノ ダ ロ ブ リ ソ 遺伝子上 の N F-k B結
合配列26), 3× (G G GA C T T T C C);Ⅰし8 遺伝子 の N F-k B様蛋白
認識配列に おけ る突然変異体 , 3× (T A A C T T TC C T);A P-1認
識配列
2丁)
, T G A C T C A; A P-1 認識配列 の 突然変異体 , 3×
(T A T C T C A)
Ⅶ . ゲ ル シ フ トア ッ セ イ
M K N 45細胞 を各サ イ トカ イ ン に て 3時間刺激後 , Dignarn
M H C, m ajor histoco mpatibility c占m ple x; P B S, Phosphate buffer ed salin e; P M A, Phorbol myristate
13嶋a C etate; S D S, SOdiu mla uryls ulfate ; T P A, 12-0-tetra-deca n oyl-phorbol-13- a Cetate; T B S! tris-buffered s aline;
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らの 方法
細 に 従い 核抽出液を調整 した ･ 各反応に 核抽出液 4鵬
を 用 い , D N A結合緩衝液 (20m M H E PE S緩衝液 pH 7･ 9,
75rnM KCl, 2mM MgCl2 , 0 ･2m M E D T A･ 1m M dithiothreiol
(D T T), 1 0 %glyc er ol, 2 %polyvinyl alc ohol･ POly(dI-d C)
･
POly
(dI-dC)3鵬) と氷上 で10分間反応 させ た の ち , Ⅰし8 遺伝子上 の
一 133～ - 11 6 を末端標識 した プ ロ ー ブ と さ らに 30分間室温で 反
応 さ せ た . 同様 に-83～ - 6 9 を標 識 し ･ D N A結合緩衝液
(20m M H EP E S緩衝液 pH 7･ 9, 40m M K Cl, 2mM MgC12･
0 . 2rnM E D T A, 1m M DT T, 10 %glyc er ol･ 2 % poly
vinyl
alc ｡hol, POly(dI-d C)･pOly(dトd C)3pg) と反応 さ せ た ･ 反応後
4%ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル に て 電気泳動後 , オ
ー ト ラ ジオ グ
ラ フ ィ ー した .
Ⅷ . T ヽFα 受容体結合ア ･ソ セ イ
6穴細胞培養 プ レ ー ト (N U N C L O N, Nu n c, Denm ark) に
M KN 45細胞を培養後 , IF Nr (1000 U/ml)で 1 時間刺激 した ･
そ の 後 , 培養上 清を 除去 し過剰量の 末標識 T N Fα の 存在下 お
よび非存在下 に て
125Ⅰ 標 識 T N Fα (49.4FLCi/豚 1 Ci= 37GBq ,
Am ersha m, C Ode IM 206) を 含む 1 % B S A, 0.0 2% NaN3 加
R P MI 1640培地 1ml と 2時間3 7 ℃に て 反応 さ せ た ･ 1 %
B S A, 0.02% NaN, 加 R P M I 1640液に て 洗浄後 , 0･1% Trito n
X欄100 を含む PB S緩衝液 3mI を加 え細胞を破壊溶解 し , r カ
ウ ン タ ー に て 放射活性を測定 し得 られ た 結果を Sc atchard解析
した ,
成 績
Ⅰ . ヒ ト胃癌細胞嶺 からの Ⅰし8 産生誘導
ヒ ト 胃癌細胞株 9株 を対象 に , IL-1α (100 U/ml), T N Fα
(1 00 U/ml), IF NT (1 00 U/ml), T N Fa (100 U/ ml)+IFNT
(1000 U/ml) の 各刺激後4時 間培養後の 細胞培養 上清中 の Ⅰし8
蛋白産生量を E LISA を用 い て測定 した ･ 図1 に 示す ように ,
無刺激お よび IF Nγ 単独刺激 で は ほ と ん ど IL-8蛋白 の 産生誘
導はみ られ なか っ た が , IL-1α, T NFα, T N Fα+IF NT の 刺激に










Fig.1. Le v els of IL 8 in c ultu r e s uper n at n
ts fro mga stric
c a n c er c el1 1in e c e11s stim ulated with eitherIF NT(1000 U/
ml),IL-1α(1 00 U/ml), TN Fa (100 U/ml)orT N Fα(100U/
ml) plu sIF NT (10 0 U/ml)for48 h･ T he IL 8c onte nt
w as rn e as u red by E LIS A･ T hese data ar e repr es e n
tativ e
ofthr e eindepe nde nt e xperim e nts perfor m ed in
duplic ate･
が 観察され た . また , T N Fα+IF NT 刺激 に よ る相乗的Ⅰし8 産
生 誘導が M K N45, K A T O Ⅲ, M A T S U U R A, H A M A D Aの 4株
に 観察 された . そ こ で こ れ ら 4株中も っ とも産生畳の 多か っ た
M K N 45株を用い て Ⅰし8 の 相乗的産生誘導磯序を分子生物学
的に 解析 した .
図 2 a , b に 示 すよ う に M K N 45殊 に お ける IL-8 蛋白の 相
乗的産生誘導は , IF NT(1000U/ml)の 時 に TN Fα1 U以上 で ,
ま た T N Fα (100 U/ml)で 一 定 の 時 , IFNT lO U/ml以上 で観察
され た . ま た , T N Fa+IF NT 刺激 3時間後 よ り M K N 45細胞培
養液中に 生物学的に 有意な Ⅰし8 蛋白量が産生 され , 以後24時
間ま で 産生量は徐 々 に 増加 した .
Ⅲ . M K N 45株細胞培養液中の生物活性を有する Ⅰし8 の同
定
各刺激後の M K N45株細胞培養液を ヘ パ リ ン カ ラ ム を もち い
て 部分精製 し, これ らの 好中球道走活性 に つ い て 調 べ だ
9-
･ 囲
3に 示 すように IF Nγ 単独で は 遁走活性 は認 め られ な か っ た
が , T N Fα の 刺激 に よ り活性が誘導 され , T N Fα+IF Nr で は相
乗的に 活性は増加 した . さ ら に , こ れ ら の 好 中球道走活性 は
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Fig.2, Syn ergistic inductio n of I L 8produ ctio n
in M K N 45
stim ulated with either TN Fa (ト 1 000 U/rnl) a nd lF NT
(1000 U/ml)(a) or TN Fα (100 U/ml) a nd IF NT (ト 1000
U/rnl) (b). Cells w ere c ult red for48 ha nd IL 8c o n
te nt
in the c ultur e media w as m e as ur ed by E LIS A･
T he se
r es ults ar e r epr se ntativ e ofthree indepe nde nt e xp
erim e n-
ts perfor med in duplic ate･ Data ar e e xpre ss e
d as m e an±
S E.
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制 され , コ ン ト ロ ー ル 抗体(3Z D)の 添加 で は抑制 され な い こ と
か ら, M K N 45株 より塵生誘導 され たⅠし8蛋白は生物活性を有
す る こ とが 判明 し, さ らに T N Fα+ IF Nr に よ る相乗的IL-8 産
生誘導 は生物括性 の レ ベ ル に お い ても確認 され た .
Ⅲ . M IくN 45株 に お け る T N Fα+I F NT に よ る I Lr8m R NA
の 相乗的発現誘導
T N Fα +IF NT に よ る相乗的IL,8産 生諌導がI L-8m R N A発現
の 増強を伴 っ て い るか どうか を 検討す る た め に , 各刺 激後 の
R N Aを調整 し ノ ー ザ ソ ブ ロ ッ テ ィ ソ グを行な っ た . 図 4 に 示
す ように ,IF Nr 単独で は Ⅰし8m R N Aの発現ほ誘導 され な か っ
H ●l‖ u M IFH TN F T NF+]FNT N F +l FN TN F+lFN WS A 4 3 Z D
◆ ◆
W S･ 4 3Z D
Stlm ulatlo n 8
Fig .3. Ne utr ophilche m ota ctic a ctivity in the c ultur e
S uPern at ntS fr o m M K N 45stim ulated with eitherIF Nr
(1 000 U/ml), T N Fα (100 U/ml) or T N Fa (1 00 U/ml)plu s
IF Nr (1000 U/ml)for48 ha nd s epar ated by a heparin-
agaro s e c olurn n. Supernatants of M K N 45stim ulated with
T N Fα Plu sIF NT W er e e V alu ted for che m ota xis in the
pr es e n c e of a nti-Ⅰし8 m o n oclo n al a ntibody (W S-4, 1 0pg/
ml)a nd c o ntr ol a ntibody(3 Z D, 1 0〟g/ml). T he che m ota-
Cticinde x(C. Ⅰ.) e xpre ss e s n e utr ophilche m ota ctic a ctivity
in the c ultu re media of stim ulated M K N 45c ells relativ e
to the n e utr ophil chem ota ctic a ctivity in m edia of
u n stirn ulated M K N 45c ells. T he se r e s ults ar e r epr es e nt-
ativ e ofthre eindepe nde nt experim e nts.
薮 ㌔ ㌔㌔㌔首 濃㌔ ㌔㌔㌔㌔
Fig.4. Tim e c o u r se of the indu ctio n of IL 8rnR N A in
M K N45 cells a n alyz ed by Northe m blotting a n alysis.
M K N 45c ells w ere stim ulated with eitherIF NT(1000 U/
ml), T N Fα (100 U/ml), CyClohe xi mi de a,lo n e(10FLg/ml),
T N Fα(1 00 U/m g)plu sIFNr(1000 U/ml) or T N Fα (1 00
U/ml)plu sIF NT (1000 U/ml) plu s cyclohe ximi de (1 0pg/
ml)･ T hes e re s ults ar e repr es e ntativ e ofthr e eindepe nde nt
experl m e ntS.
た が , T N Fα に よ り IL-8m R N Aの 発現は 観察さ れ , 発現は 刺
激後30分以 前 よ り起 こ り1 時間で ピ ー ク に 達 した . 著者 らは ,
T N Fa は 0.1U/ml 以上 で Ⅰし8mRN A の 発現 は 観察 さ れ ,
100 U/ml で 発現 は ピ ー ク に な る こ と も既 に 確認 し て い る .
T N Fα + IF NT に よ り m R N Aの 発 現 は T N Fa 単独 に 比 して
2 ～ 3倍増強 し , 24時間ま で 観察 され た . T N Fα+ IF Nγ に よる
相乗的 I L 8産生誘導は , Ⅰし8m R N Aの 相乗的発現増強を伴う
こ とが 判明 した , しかも , こ の 相乗的な m R N Aの 発現が 蛋白
合成阻害剤であ るサ イ ク ロ ヘ キ サ ミ ド(10′唱/ml) の 投与 に よ っ
て も阻害 され な い こ と か ら T N Fα+ IF NT に よ る相乗的IL-8産
生誘導 に は 新た な 蛋白合成 を必 要 と しな い こ と が判明 した .
Ⅳ . I F Nr に よ る M K N 45 細胞膜上の T N Fα 受容体 へ の 影
響
T N Fα+ IF NT に よ る相乗効果が IF NT に よ る T N Fα 受容体
の 発現増強に 起 因 するか 否 か を 検討する た め に 受容体結合 ア ッ
セ イ を 行な っ た . IFNT *加に よ る M K N 45細胞膜上 の T N F
受容体 へ の IZ5Ⅰ 標 識 T N Fα の 結合は IF Nr 非添加時 に 比 べ 少な
く とも 6時間の 反応 で は変化が み られ な い こ と , 図4 に 示 した
よう に T N Fα+IF NT に よるI L-8m R N Aの 相乗的発現が刺激後
1時間以内か ら観察 され て い た の で , IF Nr 処理後 の 培養時間
を 1時間と した . 図5 の Sc atchard プロ ッ ト が 示 す よ う に ,
IF Nr 処理群お よび 未処理群の 間で 差 は み られ ず , と も に K d
値 97pM で, 細胞 あた り の 受容体数は7 000個 で あ っ た . こ れ ら
の 結果よ り , I F NT は M K N 45細胞上 の T N Fα 受容体の 数や親
和性に 変化 を与 え な い こ とが 判明 した . すなわ ち , こ の ヒ ト胃
癌細胞株 M KN 45 株 に お け る T N Fα +IF NT に よ る 相乗的
Ⅰし8産生誘導 に はIF Nrに よ る T NFα 受容体 の 発現増強は関与
しな い こ と が判 明 した .
Ⅴ . T N Fα+ I F Nγ に よ るⅠし8遺伝子 の相乗的発現に関与す
る転写調節領域の同定
T N Fα+IF NT によ る IL-8 遺 伝子 の 相乗的発現 に 関与す る
5
'
上 流域 の 転写調節領域を決定す る た め に , IL-8 遺伝 子上 の
5
'
上 流域 の 欠失変異体や点突然変異体 の D N Aフ ラ グ メ ソ ト
0 1 00 00 2 00 00 30 0 0
Spe ¢t一拍 bh ding(CPm)
Fig.5. Sc atcha rd a n alysis of T N Fre c eptors o n u ntr e ated
(ope n cir cle s) and IFNγ-tr e ated (clos ed circle s) M K N 45
C ells. Both u ntre ated a nd IF NT-tre a.ted c ells wer e
estim ated to pos se ss7,000r e c eptor sper c ellwith a K dof
97pM. T he s e repr e se ntativ e data ar efro m one of tw o
indepe nde nt expe rim e nts.
T N Fα+IF Nγ に よる Ⅰし8 遺伝子 の 相乗的活性化
を組み込 んだ C A T発現 プ ラ ス ミ ドを M K N 45細胞に 遺伝子導




- 1481 bp ま で の 検 討 に お い て ,
- 1 61 C A T･ - 133C A T が
T NFα+ IF NT に よ り も っ と も高 い C A T活性 を誘導 し た ･
_ 1 481～ - 1 61 bp の 間に 抑制性 の 遺伝 子発現調節簡域が存在す
る 可 能性 が あ る の か も し れ な い ･ 囲 6 に 示 す よ う
に ,
_ 133C A T と
- 1 20C A Tの 間で 急激 に C A T活性 が低下 した こ
と か ら , お そ らく
- 126～ - 1 20bp に 存 在する A P-1認識配列
が T N･Fα+ IF Nγ に よ るⅠし8遺伝子 の 活性化 に 重要である こ と
が示唆され た . さらに ,
- 94C A Tで は わず か に C A T活性 の 誘
導が み られ るの に 対 し ･
- 85 C A Tに お い て は完全 に 活性が消
失す る こ とか ら , ヒ ト線維肉腫細胞株 に お け て Ⅰし
8 の 遺伝子
発現上重要と され て い る , お そ らく
- 94～ - 81bp に 存在する
c c A A T転写調節領域結合蛋白(C C A AT/e nha n c erbinding
protein, C/E B P)様蛋白認識配列も重要 で あると考 え ら れ た ･
また , 同細胞株に お い て - 80～
- 71 bp に 存在する N トkB様蛋
白認識配列も I L
-1/T N F/phorbol m yristate 1 3-aC etate (P M A)
反応調節領域と して C/E BP 配列と とも に Ⅰし8 遺伝子発現に
A P_1 C/E B P NF-k B c A T
-1 2 6 -1 2 0 .9 4 -80 ･7 1
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重要 で ある こ とが 同定 され て お り , こ れ ら 3領域の 核蛋白認識
配列が T N Fα+ IF Nγ に よ るⅠし8遺伝子の 相乗的発現に い か に
関与す るの か を検討するた め に 各核蛋白が結合能を失う点突然
変異体 を作成 し, 細胞刺激後の C A T活性を測定 した ･ AP-1 お
よび N F-kB 様認識配列に お け る点突然変異体 は T N Fα+IF-
Nγ に よ り誘導 され た C AT 活性 を著 明 に 減少 させ た が ･ C/
E B P様認識配列に お ける点突然変異体は活性 に 影響を与 え な
か っ た . こ れ らの 結果か ら , A P-1 お よびN F-k B様蛋白認識配
列が T N Fα+ IFNγ に よ るⅠし8遺伝子 の 相乗的発現 に 主に 関与
す る こ と が示 唆され た .
Ⅵ . 転写調節領域 に特異的 に結合する核蛋白
IL-8遺伝子の 相乗的発現に 関与 し , これ ら転写調節蘭域に 特
異的に 結合する核蛋白を明 らか に す るた め に , ゲ ル シ フ ヤ ア ッ
セ イ を 行な っ た . まず , ヒ ト Ⅰし8 遺伝子 の 5
'
上 流 域 の
N FrkB様蛋白認識配列が存在す る - 83～ - 69 を
32
P で 末端標
し D N A プロ ー ブ と し, 3時間刺激後 の 核抽出液 と反応 さ せ
た . 図7 a に 示 す ように 無刺激 お よび IF Nr 単独 で は バ ン ドⅠ
に わずか な 複合体の 形成を み と めた が , T N Fα に よ り新 たな
バ
a
AP-1 C/E B P N F-k B
◎ : muta nt
0 1 0 2 0 3 0 4 0
C AT a ctivity(%)
Fig. 6. Deter min atio n of e nha n c er activity u sing chim
eric C A Tge n e s･ a, Ide ntific atio n of T N Fα/IF NT r eSPO n S e ele m e nts in the
IL 8ge n e. Deletio n m uta nts ofthe 5
･
rfla nking r eglO n OftheIL 8ge n e w er ein se rtedinto C A Tv ector s
･ The chim eric C A T
ge n es w er et a n sie ntly tr a n sfe cted into M K N45c ells fouo w e
d by stim ulatio n with eitherIF NT (1 000 U/ml), T N Fα (1 00 U/ml)
o rT N Fα(100 U/ml)plusIF NT(1000 U/ml)for2 4 hpri?r t
O har v e sting the c ells forC A TチSS ay･ b･
T he role of the n u cle ar
factorbinding sitesin c o nferring the synergistic r espo n sI
V e n eSStO T N Fα plusIF Nr stim ulatlO n･ Se v eral m uta nt D N As
w e re
synthesiz ed a sfollo w s ‥A P-1 m uta nt; pOint m utatio nin A P-1 binding ele m e nt fr o mthe I L
8 ge n e(- 126to N 120 bp)
r eplacing T G A C T C A with TatC TC A, N F-k B m utant; pOint m utatio nin N トk B like fa ct
orbinding ele m e nt(- 80 to - 71 bp)
r eplacing G G A A T T T C C Twith taAcT T T C C T, C/E BP rn uta nt;･P
Ointrn utatio nin C/E BP like fa ctorbinding ele m e nt(- 94to
- 81 bp) r epla cing C A G TT G C A A A T C G Twith agcT T G C A A A TC G ･ C A Trep
orter ge n es with the se synthesiz ed D N As
in s erted w er etra n sfe cted into M K N 45c els a nd C A Ta ctivity w as m ea s ur ed u sing
50pg of c e11e xtr a ct by the m ethod
des cribed by Gorm a n
24)
･ A fte トthin-layerchr o m atogr aphy･ radio a ctivity w asdetermin ed by bioim aging a n alyz ert T he s
e r es ults
are r epr e se ntativ e of thr e ein depe ndent e xperim e nts･
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ソ ドⅠ の 形成 とバ ン ドⅡに2.6倍 の増強が観察 され た . さ らに ,
T N Fα十IF Nγ で バ ン ド Ⅰ は 変化 しな い もの の , バ ン ドⅠ は
T N Fα 刺激に 比 して1.7倍 の 増強を 認め た . こ れ ら複 合体 Ⅰ ,
Ⅰは , ヒ ト Ⅰし8 遺伝子上 の N F-k B様蛋白認識配列や免疫 グ ロ
ブ リ ン 忙 鎖遺伝子転写国子(N F-k別 語識配列 の オ リ ゴ マ ー を
もち い た競合阻害反応で ほ 複合体の 形成が完全 に 阻害 され るの
に 対 して , ヒ ト Ⅰし8 遺伝子上 の N F-k B様蛋白認識配列の 突然
変異体と の 反応 で は 阻害 され な い こ とか ら , こ れ ら複合体 Ⅰ ,
Ⅰを 形成す る核蛋白 は N F-k B様蛋白で ある と考 え られ た . ま
た , 同様に A P-1認識配列が存在す る - 133～ - 116 を32P で 末
端標識 し , D N A プロ ー ブ と して , ゲ ル シ フ ヤ ア ッ セ イ を 行
な っ た (囲7 b). I F NT お よ び T N Fα 単独 で は バ ン ドⅢ に 示 す
複合体の 増強 は み ら れ なか っ た が , T N Fα+ IF NT に よ り約2. 5
倍の 複合体 の 増強 が観察 された . こ の 複合体 Ⅲ は , A P-1 認識
配 列 (1 2-0-tetr ade c a n oyトpho rboト13- aC etate (T P A) r e spo n se
ele m e nt, T R E)と の 競合阻害反応 で は複合体 の 形成が完全 に 阻
害 され るの に 対 して , 突然変異体 との 反応 で は阻害 され な い こ
とか ら複合体Ⅲ を形成す る核蛋白は A P-1 で あ る と 考え ら れ
た . こ れ ら ゲル シ フ ト ア ヅ セ イ の 結果か ら , T N Fα+ I F Nr に よ
り A P-1 お よ び N F-k B様核蛋白 ほ そ れぞれ相乗的 に 誘導 さ
れ , そ れ ぞれ の 転写調節領域 に結合 し IL-8 遺伝子 の 相乗的発
現 をもたらす こ と が 判明 した .
考 察
Ⅰ . ヒ ト胃痛細胞からの I L-8 産生誘導の意義
近年の 免疫病 理組織学的研究 に よ り , 腫瘍浸潤白血球ほ T リ
ン パ 球が 主 で あ る , そ の 集積 の 密度 と患者の 予後が相関す る こ
と が胃癌3 叩1}･ 乳癌32)33)･ 肺 癌32)･ 悪性黒色腫34)を は じめ い く つ か
の 腫瘍匿 お い て 観察 され て い る . しか しな が ら , 腫瘍局所 へ の
リ ン パ 球浸潤磯序は い ま だ 十分解 明 さ れ た と は い え な い . 一
方 , 最近腫瘍局所 へ の 好中球 の 浸潤 が , IL-1, P S K, O K-432 を
は じめ とす る サ イ ト カ イ ン ･ 免疫補助療法 に よ っ て ひ きお こ る
抗腫瘍免疫 カ ス ケ ー ドの 引き金 と な り う る こ と35)36), さ らに 特
異的腫瘍拒絶反応の 初期と効果期 の 雨期 に わ た り好中球が重要
な役割を果たす こ とが 示 唆 され て い るl 川 Z)
本研究 に お い て , ヒ † 胃癌細胞 が試験管内 で Ⅰし1α, T NFα ,
T N Fα+I F Nr の 刺激 に よ り Ⅰし8 を産生誘導す る こ と が 判明
し, ま た数珠 で T N Fα+ IF NT によ り相乗的に Ⅰし8 が産生誘導
され た , Ⅰし8 は, 好中球 ･ Tリ ン パ 球 に 走化活性を有する サ イ
トカ イ ン で あ る
13) 川
. 感染 , サ イ ト カ イ ン 療法や 免疫補助療法 に
よ っ て ひ きお こ る局所あ るい ほ 全身の 炎症期 に , 胃癌細胞か ら
塵生誘導 され る IL-8 が 腫瘍局所 に 浸潤する白血球誘導 に 関与
し, ひ い て は 抗腫瘍免疫反応 を開始 し, 腫瘍の 増殖や 転移を コ
ン ト ロ ー ル して い る可能性が 示 唆され た .
Fig･ 7･ Gelr etardatio n as s ay･ a, C har acte riz atio n of n ucle arfactor sbinding to the r egio n at - 83to - 69 bp in the IL 8gen e･
32P-1abeled D N A fr agm e nt 卜 83/- 69 bp) (1 00p g, radio a ctivity 3×104 cpm) w a s mix ed with 4FLg Of n u clea rpr otein extra cts
fro mM K N 45c e11s stir n ulated with m ediurn alon e(la n e2), IF NT(1 00U/ml,la n e3), T N Fα (10 0 U/ml,1a n e4), a nd T N Fα(100
U/ml)plu sIF NT(1000U/ml) (1a n e5 - 8)in 20pl of binding r e a ctio nbufferin the pres e n c e orthe abs e n c e of u nlabeled D N A
fragrn e nt･ Specific pr otein/D N Ac o mple x e s(ba nds, I a nd Ⅱ) ar eindic ated by a rro w s. b, C har a cteriz atio n of a n u cle arfa ctor
bindingto the r egio n at - 130to - 116 bpin the IL 8ge n e.
32P-labeled D N A fragm e nt(- 130to - 11 6 bp)(1 00p g) w as mix ed
with 4Ftg Of n u cle arpr otein s e xtra cted from M K N 45c ells stim ulated with rn ediu m alo n e(la n e2), IF NT(1 000 U/ml, 1a n e3),
T N Fα (1 00 U/ml,la n e4), a nd T N Fα Plu sIFNT(lan eト 7)in 20pl of binding re a ctio n bufferin the pr es en ce orthe abs e nc e
Of u nlabeled D N A fr agm e nt･ La n el:thelabeled DN Afragm e nt alo n e. On eD N A/protein c o mple x(de sign ated Ⅲ)isindic ated
by the a rrow ･ T he mixtu r es with orlWitho ut c o rnpetitorsw ereincubated forl Omin o nic e priorto the ad dito n of pr obes･
After afu rther30min of in c ubatio n at r oo mte mpe ratur e, the sam ples w er e ele ctrophor e s ed o n a4 %polya c rylami de gel. Gels
W er edried a nd a utor adiogr aphed, a ndthe reta rded D N A/pr otein c o mple x esw er equ a ntitated by a bioim aging a n alyz er. T hes e
r es ults a re r epr e s e nt.ativ e orthreeindepe nde nt e xpe rim e nts.
T N Fα+ IF NT に よ る Ⅰし8 遺伝子の 相乗的活性化
Ⅱ. T N Fα+ I F Nr に よる Ⅰし皇 道伝子の相乗的活性化機序
従来よ り , TN Fに よ る 殺細胞効果 を ほ じめ IF Nr に よ る
T N F作用の 相乗的増強が様 々 な生 体反応 に お い て観察 され て
きた が
3γ】38)
, T N Fα +IF Nr に よ る相乗的活性化機序ほ い ずれ の
実験 シ ス テ ム に お い て も解明 され て い な い . T N Fα+IF Nr に
ょ る殺細胞効果の 検討で ,工F Nr に よ る T N Fレ セ プ タ ー の 発現
増強が関与す ると の 報告もあ るが
39)40)
, 必ず しもす べ て の 細胞
が当て は ま るわ けで は な い
41)
. 最近 , Pobe rら42)は 血管 内皮細胞
上 の 主要覿織適合遺伝 子複合体 (m ajor histoc ornpatibility
c o mplex, M HC)ク ラ ス Ⅰ発現に お け る TN Fα+ IFNT に よ る相
乗的発現増強効果に つ い て 報告 し , こ の な か で T N Fα+IF Nr
に よ る相乗効果は IF Nγ に よ る T N F受容体 の 数や親和性の 変
化に 起因す るもの で は な く , M H Cク ラ ス Ⅰ遺伝子 発現 に お け
る転写 の 活性化に 起因す る こ と を 明 らか に した . 今回 の 検討か
らも, 工F Nr は , M K N45細胞上 の T N F受容体 の 数や親和性に
変化を与えず , T N Fα+IF Nr に よ る Ⅰし8 の 相乗的産生誘導が
遺伝子 の 翻訳以前の 段階 で 行なわれ て い る こ とが 明 らか とな っ
た . また 著者は , m R N Aの 安定性 に つ い て も検討を行 な っ た
が , IF Nγ 処 理 お よ び 非処理群 の 間 で 両者間 に 差 は み ら れ な
か っ た . さ ら に , サ イ ク P ヘ キ サ ミ ド の 処 理 に よ っ て も
IL-8mR N Aの 相乗的発現が
,
阻害 され な い こ とか ら, 少なく とも
T N F受容体の 新た な合成な どの 新 た な蛋白合成は関与 しな い
と考え られ た .
本研,究に よ り , 胃癌細胞株 で あ る M K N 45細胞 に お け る
T N Fa+IF NT に よ る工L-8遺伝子の 相乗的活性化 に 関与す る転
写調節領域を同定 した . 先に , ヒ ト繊維肉腫細胞株 , 8 387細胞
に お い て は I L-8遺伝子 の 5
'
上 流域 - 94～ - 71bp(C/E B Pお
よ び N F-k B 様核 蛋白認識配列 が存在) が , IL-1α, T N Fα,
P M A お よ び B型肝炎 ウ イ ル ス ー Ⅹ に よ るIL-8遺伝子 の 転写活
性化の 際に 最小の 転写調節領域と して 同定 され て い た が
23】43)
M K N 45細胞 で ほ - 1 2 6～ - 1 2 0bp に 存 在す る A P-1 と
N F-k B様認識配列が T N Fα 単独刺激 同様 T N Fα+IF NT に よ る
相乗的活性化の 際に も関与 して い る こ と が 判明 した . さ ら に ,
今回 は 示 さ な か っ た が , M K N45細胞 に お い て は , Ⅰし1α や
T P Aも T N Fα と同 一 の 転写調節領域を活性化 しⅠし8 遺伝子
を発現す るが ,IL-1α+IF Nr, T P A+IF NT は T N Fα に み られ た
よ う な 相乗効果は 示 さ な い こ と を 観察 し て お り , IF Nr は
T NFα の シ グ ナ ル 伝達系を選択的 に 増幅す る こ と が 示 唆 され
た . 一 方 , ヒ ト 繊維 肉腫細胞株 , 8 387細胞 お い て IL-8遺伝 子の
転写活性化 に 必 須と され る C/E B P様認識配列は , M K N45細
胞で ほ欠失変異体や点突然変異体を 用 い た C A Tア ッ セ イ の 検
討か らそ れ ほ ど重要で は ない こ と が 判明 し, さ らに , ゲ ル シ フ
ト ア ッ セ イ に お い て も こ の 領域 に 結合す る蛋白 は同定 さ れ な
か っ た .
IL-1α や T N Fα 反応性 Ⅰし8 遺伝子転写調節領域 に お い て
ほ , 今 回検討 した ヒ ト胃癌細胞を は じめ肝癌細胞 , 気管支上皮
細脚4)な どの 上 皮系由来の 細胞 で は , Ⅰし1α や T N Fα 反応性
IL-8遺伝 子転写調節領域は A P-1 と N F-k B様認識配列が関与
する の に 対 して ヒ 一級椎肉腫細胞 ･ 星状細胞腫 ･ 神経膠芽細胞
腫な どで は - 94～ - 71bp に 存在す る C/E B P お よび N F-kB様
核蛋白認識配列が関与す る こ とか ら ,IL-8遺伝子転写調節領域
は これ ら細胞系間で異な り , そ れ ら領域 に 結合す る転写因子も
ま た各細胞系間で異な る可能性が 示 唆さ れ た . 細胞系に おけ る
こ の ような 相違は細胞膜上 に存在す る受容体 の 数や タ イ プ の 連
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い に 起 因す るの かも しれ な い . Ⅰし1α や T N Fα に そ れ ぞれ 2 つ
の タ イ プの 受容体 の 存在が報告 され て お り婚)46), こ れ ら の 受容
体の 細胞膜上 の 分布の 差異も当然考 え られ る . した が っ て , こ
れ らサ イ ト カ イ ン は各細胞系 で タ イ プ の 異な る 受容体 に 結合
し, 異 な る細胞内シ グナ ル 伝達系を活性化 し, 異な る転写因子
を 活性化する の か も しれ ない . 一 方 , 転写因子 が各細胞系 の 間
で 異な る こ と は よく知られ て い る こ と で ある . た とえ受容体以
降同 一 の シ グナ ル 伝達系を活性化 した と して も, 異な る転写因
子 が活性化 され る可 能性も考え られ る . Ⅰし8遺伝子発現 の 転写
活性化 に 関与す る転写因子 が い か に 調節 ■ 制御 され て い る の か
を 明 らか に する こ とは細胞系 で異 な る転写調節機序の 解明に つ
な が るもの と 思わ れ る.
興味深い こ と に , ゲ ル シ フ I ア ッ セ イ に よ る解析か ら , Ⅰし8
遺伝子 の 転写活性化国子で ある A P-1 お よび NトkB 様核蛋白
の 両核蛋白は , IL-8遺伝子 の 相乗的発現時に 相乗的に 誘導 され
る こ と が観察され た . 以上 の 結果 よ り , ヒ ト胃癌細胞 M K N 45
細胞に おけ る T N Fα+ IF Nr に よ る相乗的 IL-8産生誘導は ▲
IF NT に よ る T N Fα 受容体の 発現増強を介 さな い , 受容体以降
の レ ベ ル で の IF NT に よ る T N Fα 細胞内シ グナ ル 伝達系の 選択
的増幅活性化に 起因する転写田子 の 相乗的活性化誘導 を通 じ
て , Ⅰし8 遺伝子の 相乗的発現がもた ら さ れ る もの と結論 され
た .
結 論
サ イ ト カ イ ン 刺激に よ る ヒ ト 胃癌細胞 に お け る IL-8 産生誘
導能を試験管内に て 検討す る とと もに T N Fα+ IF Nr に よ る相
乗的 Ⅰし8 産生誘導機序の 分子生物学的解析 に よ り以下 の 結果
を得た .
1 . 今 回 検 討 した ヒ ト 胃 癌細胞株 9株中 8株 に IL-1α,
T N Fα , T N Fα+IF NT に よ り IL-8 蛋白の 産生誘導 が観察され ,
こ の うち M KN 45. K A T O Ⅲ を は じめ 4株は T N Fα+IF NT に よ
り相乗的に IL-8蛋白を塵生誘導 した . また , こ れ ら誘導 され た
Ⅰし8 蛋白は生物活性を持 つ こ とが判 明 し, T N Fα+IF Nγ に よ
り相乗的な生物活性 の 増強 が観察 され た . 感染 ･ サ イ ト カ イ ン
治療 ･ 免疫補助療法 な どに よ り胃癌細胞自らが Ⅰし8 を産 生 誘
導 し , 主要局所 へ の 白血球浸潤の 第 一 段 階と な る可 能性 を示 唆
した .
2 . Sc atchard 解析か らIF NT は ヒ ト胃癌細胞株 MKN45細
胞膜上 の T N Fα 受容体の 数や 親和性に 変化 を与 え な い こ と が
判 明 し, さ らに , m R N Aの 安定性 の 検討か らも IF Nγ に よ る
I L 8m R N Aの 安定化 ほ T N Fα+ IF NT に よ る m R N Aの 相乗的
発現に 関与 しな い こ とが 明 らか とな っ た .
3 . Ⅰし8 遺伝子上 の A P-1 と NF,k B様蛋白認識配列が
IL-8遺伝 子 の 相乗的活性化に 相互 に 関与する と とも に , これ ら
転写調節領域 に 結合する転写因子(A P◆1 と N F-kB様 核蛋白)
も相乗的に 誘導活性化 され る こ と が判 明 した .
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ThTnOr NecTY>SisFa ctor α a nd hterfbr o nγ Syn ergistic alIyIndu ceInterle ukin8 Pr oductionin & Hum an Gastric
Can c erCeJILin ethro ugh ActingCo n cu r rently on AP-1 a nd N F･kB･like BindingSites oftheInterle ukin 8 Ge n e
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Key w o rds interleukin 8･ gaStric can cer･Synergybetw eenT N Fα andIF Nγ
A b$tr a(:t
hterleukin 8(m 8)is a novelcytokin e which possesses ne utrophilche motacti and activ ating activitiesin addido n to
Che m otacdc acdvityfbrbas ophils andT lymphocytes･ Ithasbee n show nthatm 8isprodu cedby a v ariety of hum an SO mat-
ic cellsincluding m on∝ yteShlaCrOPhages, der m al fi br oblasts, V aS C ular e ndothelialc ells, ker atin ∝ yteS, m eS ange alcells and
S eVeraltypeS Oft um Or C ell lin es･ Wthave e x amin ed here whether orn oth um angaSb
･
ic c an C er C e111inespr oduc eI L8 in
Vitro･ m e prOduction of m 8protein w as dete cted by e nz yme-1inked im m unOSO血 nt ass ayin the c ulture supernat antS
deriv edfro m eightof mine h um angaS 打ic c an Cer C el1 1ins stim ulated wi thei therinterle ukin la (Ⅱ√1a),t u m Or n e C r O Sisfac_
tor α (T N Fa), OrTNFa plusinte血r on γ qF Nγ)･ In s o m e ofthegas由 c ca n cer cell lin es s uch asMKN 4 5andK ÅmIII,
TNFa PNgsymerglStical 1yindu ced theprodu ction ofI L8･ In M K N 4 5cells, SynerglSticin cr ease ofthe steadystatelevelof
Il･ 8 m R NA by T NFa plus 『N γ Wa S n Otinhibited by cycloheximide tre atm e n t･ Sc atchard an alysis rev eald thatIF Nγ
Changed nei血erthe n umtN,r n Orthe affin ty co nst an t Of廿N Fα b in dingsites on ag s甘ic c an C er C el1 1in e, S uggeS血g thatthe
Symergism w as apostィec eptor ev n t･ Furtherm ore, Syn ergistic induction ofchlorampheriic olacetyltr an曲Ⅰ･a S e a Cdvity(CA T)
byTNF a plusIFN γ W aS Observedin M K N45 thatwe re tr an Siendytr an Sftcted withchim ericCA Trepor[ergen esdrive nby
thetr an SCriptionalregulatory region of hm anm 8ge ne･ n r O ugh the m utation ofthe regulatory region oftheIL8gene,
both AP-1andNF-kB-1ikefactorbind ingele m ents w erepres um edtobein v oIvedin co nftrringthe responsiv en essto TN Fa
plusI FNγ ･ M ore ov eちgelretardation anlyses rev ealed that T N Fa and IF Nγ Syn erglSdcal1yinduced dlebinding of N F-
k B-1ike as w ellasAP- 1-1ikeproteinsbou ndtothesesites･ Tbese resultsindic ated thatIF Nγ Syn erglSdcally enhan C edTN F
a -indu ced Ⅱ一 8productio ninahu m angaS血c c an C er C ell lin ethro ughsyn erglStic activatio n oftran S C nption factorswi thout
up-r egulatingT NFa rec印tOr.
